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Combinaison chimiotherapie et antisens de la DNA demethylase 



5 La pr6sente invention se rapporte a un produit de combinaison comprenant un antisens 
du gene codant pour la demethylase MBD2 et an moins un agent utilise en 
chimiotherapie antitumorale, en particulier la bleomycine, pour une utilisation 
simultan^e, separee ou etatee dans le temps pour le traitement des maladies 
proliferatives et inflammatoires, en particulier pour le traitement du cancer. 

10 

La methylation de l'ADN est un mecanisme epig&ietique important qui r^gule 
l'expression des genes (1-4). L'une des caracteristiques des cellules eancereuses reside 
dans un schema aberrant de methylation (5). Deux changements contradictoires du 
schema de methylation ont ete anterieurement documentes, a savoir l'hypermethylation 
15 de genes se!ectionn6s (6) et 1'hypomethylation globale (7). 

A Theure actuelle, on ne sait pas parfaitement quels sont les mecanismes responsables 
des changements observes dans la methylation de l'ADN. II est possible que ces 
changements soient une consequence de la deregulation de l'expression des differents 

20 composants de la machinerie de methylation de l'ADN (8). La machinerie de 
methylation de l'ADN est composee d'ADN-methyltransferase (9), de demethylases 
(10), (1 1) et (12), et de proteines de liaison de l'ADN methyle (MBD) qui interpreted 
le signal de methylation de l'ADN (13). Un certain nombre d'observations etayent 
I'hypothese selon laquelle la deregulation de l'ADN-methyltransferase d'entretien 

25 DNMT1 joue un r6Ie important dans la tumorigenese (14), (15) et (16). Une question 
importante est done de savoir si d'autres composants de la machinerie de methylation 
de l'ADN presentent eux aussi un caractere critique pour la transformation cellulaire 
(8)et(17). 



WO 03/074060 



PCT/FR03/00705 



II a ete propose que lliypermethylation des genes suppresseurs de tumeur servirait de 
mecanisme pour rendre silencieux des genes critiques, qui inhibent differentes etapes 
de la tumorigenese. Cette hypermethylation aurait pour consequence de favoriser le 
processus conduisant & la transformation des cellules (18). Des cytosines methylees 
5 sont specifiquement reconnues par les MBD (13) et (19-21), qui s'associent a des 
corepresseurs tels que Ie Sin3A, recrutent des histone-d6sacetylases pour des genes 
methytes (22-26) et peuvent etre trouvees dans des complexes connus de repression de 
la transcription, tels que le Mi2 (27). 

1 0 Le Mecp2, qui est le membre le mieux caracteris£ de la famille, n'est probablement pas 
tres important pour ce qui est de rendre les genes silencieux pendant la trans- 
formation, car il n'est pas exprim6 dans les cellules cancereuses (20). D'autres 
proteines candidates doivent etre mises en jeu. Une proteine de liaison de I'ADN 
methyl^ recemment caracterisee, la MBD2, est un candidat interessant pour les raisons 

1 5 exposees ci-apres. 

Tout d'abord, 1* ADNc de MBD2 a et<J clone a partir tfune banque d'ADNc d'une lignee 
de cellules cancereuses (28), et il s'est avere qu'il est exprime dans des echantillons et 
des lignees cellulaires de cancer du sein (29). Deuxiemement, la proteine est impliquee 
20 non seulement dans la suppression du gene par un mecanisme analogue k celui qui est 
pr£sente pour le Mecp2 (24) et (27), mais il s'est aussi avere qu'elle porte egalement 
une activity de demethylase (28). 

L'activite de demethylase a ete anterieurement purifiee a partir d'une lignee de cellules 
25 humaines non-petites de cancer du pournon A549 (12), et il s'est de meme avere que la 
transfection de la lignde de cellule d'embryon PI 9 par le Ha-Ras proto-oncogene 
conduit 4 une augmentation de l'activite de demethylase (30). II n'est pas impossible 
qu'une activite accrue de demethylase soit associee a une tumorigenese, et qu'elle 
pourrait etre en partie responsable de lTiypomethylation globale observee dans les 
30 cellules cancereuses (17). Ainsi, la Mbd2/d6methylase pourrait faire partie de la 
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niachinerie impliquee dans la mediation ou Interpretation des deux changements 
contradictoires associes au schema de methylation de l'ADN dans les cellules 
canc^reuses, a savoir ITiypermethylation et I'hypomethylation. 

5 Bien que cette activite de d£methylase a &e contestee par certains groupes (24), il a €t6 
montre que la Mbd2b/demethylase obtenue par recombinaison, exprimfe dans une 
Iignee cellulaire SF-9 heterologue, presente une activite de demSHiylase. En outre, la 
co-transfection de la Mbd2h/demethylase et des plasmides methyles provoque une 
demethylation de ces plasmides et 1'expression forcee de la Mbd2b/d6methylase dans 
10 les cellules PANC-1 conduit a une demdtbylation et a l'induction du promoteur 
endog&ie MUC-2. 

La pr6sente invention appoite les elements demontrant que la Mbd2/ddm£thylase est 
effectivement exprimee dans les cellules cancereuses, et qu'elle est essentielle a la 
1 5 croissance de cellules tumorales en culture et in vivo. 

Aucune combinaison de genotherapie et de chimiotherapie, consistant a associer un 
agent utilise en chimiotherapie antitumorale avec une genoth&apie sur la base d'un 
antisens d'un gene implique dans le niveau de methylation de l'ADN comme celui de 
20 la MBD2/d<5methylase, n'a 6t6 dterite dans Tetat de la technique. 

Or, en combinant une chimiotherapie utilisant la bleomycine et P&ectrotransfert 
intratumoral d'un plasmide codaht pour l'antisens genetique de l'ADN dem<§thylase 
humaine MBD2, on obtient un effet synergique puissant dans le traitement des 
25 tumeurs. Le principal avantage de l'invention est done sa suiprenante efficacite, 
puisque, si Ton considere le taux de guerison complete des tumeurs, il est de 10% en 
utilisant la genotherapie par eiectrotransfert du gene MBD2 demethylase seul, et aussi 
de 10 % avec la chimiotherapie bleomycine seule, et ce taux monte a 40 % en utilisant 
la combinaison des deux traitements : geno- et chimiotherapie. 
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Description 

Ainsi, la presente invention se rapporte a un produit de combinaison comprenant au 
5 moins un oligonucleotide antisens du gene codant pour la demethylase MBD2 et au 
moins un agent utilise en chimiotherapie antitumorale pour une utilisation simultan£e, 
separee ou 6tal£e dans Ie temps destine au traitement des maladies proliferatives et 
inflammatoires. 

10 Dans un mode de realisation particulier, 1* antisens du gene codant pour la demethylase 
MBD2 comprend au moins 15 nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N°l ou 
de sa sequence complementaires ou de la SEQ ID N°2. 

La SEQ ID NO 1 correspond a la sequence decrite dans GENEBANK sous le numero 
15 d'accession AF 072242 (Homo sapiens methyl-CpG binding protein MBD2 (MBD2) 
mRNA, complete cds). 

SEQ ID No 1: 

gggggcgtggccccgagaaggcggagacaagatggccgcccatagcgcttggaggacctaagaggcggtggccggg 
20 gccacgccccgggcaggagggccgctctgtgcgcgcccgctctatgatgcttgcgcgcgtcccccgcgcgccgcgctgc 
gggcggggcgggtctccgggattccaagggctcggttacggaagaagcgcagcgccggctggggagggggctggatg 
cgcgcgcacccggggggaggccgctgctgcccggagcaggaggagggggagagtgcggcgggcggcagcggcgct 
ggcggcgactccgccatagagcaggggggccagggcagcgcgctcgccccgtccccggtgagcggcgtgcgcaggg 
aaggcgctcggggcggcggccgtggccgggggcggtggaagcaggcgggccggggcggcggcgtctgtggccgtg 
25 gccggggccggggccgtggccggggacggggacggggccggggccggggccgcggccgtcccccgagtggcggc 
agcggccttggcggcgacggcggcggctgcggcggcggcggcagcggtggcggcggcgccccccggcgggagccg 
gtccctttcccgtcggggagcgcggggccggggcccaggggaccccgggccacggagagcgggaagaggatggattg 
cccggccctcccccccggatggaagaaggaggaagtgatccgaaaatctgggctaagtgctggcaagagcgatgtctact 
acttcagtccaagtggtaagaagttcagaa:gcaagcctcagttggcaaggtacctgggaaatactgtt^ 
30 acttcagaactggaaagatgatgcctagtaaattacagaagaacaaacagagactgcgaaacgatcctctcaatcaaaataa 
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gggtaaaccagacttgaatacaacattgcca^^ 



20 



gacttagtgcatcagatgtaaragaacaaattataaaa^ 
aatgatgagacccttttatctgctgttgccag^ 



5 



aattcctagaaattgaacaaaaatgmc^actggcttttgcxtgtaagaaaaaaaatgtacccgagcacatagagc^ 
gcactaaccaatgcctttttagatgtattmgatgtatatatctattattcaaaaaatc^ 
10 agtcttttgtaatatcaagcaggaccc^ 

taaaacamgmcccccacagttttaataagaaragat^ 

gtatataaacatatttttatacttt^ 

acaaaaaaaaaaaaaaaaaa 

15 Parmi les sequences antisens pr6f6rees de l'invention on note plus particuli&rement la 
sequence SEQ ID No 2, qui correspond k TARN messager entier de la demdthylase 
dans lamentation antisens : 
cgcatgcatgcataagcttgrtcgagtctagat^^ 
gaatgtacaggtgtcccctttcaataaagtat^ 
agaattcctgatctgttcttat^ 

caaaagctcagcttcatcttagggta:tgcttgatattacaaaagactaattttaagtcc 
gaataatagatatatacatcaaaaatac^ 
tcttacaggcaaaagccagtggaaacattttgte^ 



25 tcttccaatttcttgcgtacttgctgtact^^ 
agatgtgttaagccaaacagcagggttc^^ 
cactggcaacagcagataaaagggtctcatcattgcta^ 



tctgatttcacmattactaggatgamgtgactttggttaccggttgmgaaaattgatgctgmgtc^ 
30 caagtctggtttacccttattttga^ 
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ctgaagtcaaaactgctgagatcaacagtam^ 
gaagtagtagacatcgctcttgccagcacttagcccagat^^ 

ggcaatccatcctcttcccgctctccgtggcccggggtcccctgggccccggccccgcgctccccgacgggaaagggac 
cggctccgtcgacgcggcc 

5 Cette sequence antisens a 6t6 utilisee dans le cadre des experiences presences dans 
Texemple 1. 



Ainsi, I'invention vise un produit de combinaison te] que mentionne prec&iemment 
dans lequel Pantisens comprend au moins : 

a) 15 nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N°l ou de sa sequence 
complementaire ou de la sequence SEQ ID No 2, ou 

b) une sequence capable de s'hybrider de maniere selective k Tune des 
sequences definies en a). 



15 Par « sequence capable de s'hybrider de maniere selective », on entend les sequences 
qui s'hybrident avec les sequences 6voquees ci-dessus k un niveau superieur au bruit 
de fond de maniere significative. Le bruit de fond peut Stre lie a Phybridation d'autres 
sequences d'ADN presentes, notamment d'autres ARNm presents dans les cellules 
tumorales ciblees. Le niveau du signal generS par Pinteraction entre la sequence 

20 capable de s'hybrider de maniere selective et les sequence definies par les SEQ ID NO 
1 k 2 ci-dessus est generalement 10 fois, de preference 100 fois plus intense que celui 
de Interaction des autres sequences d'ADN g<§n£rant le bruit de fond. Le niveau 
d'inteiaction peut etre mesure par exemple, par marquage de la sequence utilisee 
comme sonde avec des elements radioactife, comme le 32 P. L'hybridation selective est 

25 gen&alement obtenue en employant des conditions de milieu tres severes (par exemple 
NaCl 0,03 M et citrate de sodium 0,03 M a environ 50°C-60°C). L'hybridation peut 
etre effectuee selon les m&hodes usuelles de Petat de la technique (notamment 
Sambrook & ah, 1989, Molecular Cloning : A Labratory Manual). 



30 
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Par un « agent utilise en chimioth^rapie antitumorale », on entend designer des agents 
antineoplastiques. Paimi ces agents, on peut citer : 

- les composes appartenant a la famille des bteomycines Mueller et a!., Cancer, 

Vol. 40, p. 2787 (1977), Umezawa et a}., Journal of Antibiotics, 19A, p. 210 
(1966), US 4,472.304. FR2530639,et US 3.922.262) . en particulier la 
bleomycine, 

- les cytolytiques divers tels que la dacarbazine, Phydroxycarbamide, 

1 'asparaginase, la mitoguazone et la plicamycine, 

- les agents methylants, tels que la streptozotocine (2-deoxy-2-(3-methyl-3- 

nitrosoureido)-D-gIucopyranose), la procarbazine (N-(l-methyIethyl)-4-[(2- 
methylhydrazino)methyl]benzamide), la dacarbazine ou DTIC (5-(3,3- 
dimethyl-l-triazenyl)-lH-imidazole-4-carboxamide), et la Temozolomide (8- 
carbamoyl-3-methylimidazo[5. 1 -d]-l ,2^,5-tetrazin-4-(3H)-one). 

- les agents chloroethylants, tels que HECNU (l-(2-chloroethyl>3-(2- 

hydroxyethyl>l-nitrosourea), BCNU (l,3-bis(2-chloroethyl>l-nitrosourea ou 
carmustine, Bristol-Myers), ACNU (l-(2-chloroethyl)-3-(4-amino-2-methy^5- 
pyrimidinyl)methyl-l-nitrosourea), CCNU (l-(2-ch]oroetliyl)-3-cyclohexyl-l- 
nitrosourea ou lomustine), MeCCNU (-(2-chloroethyl)-3-(4- 
methylcyclohexyl>l-nitrosourea ou semustine), la fotemustine (l-[N-(2- 
» chloroethyl)-N-nitrosoureido]ethylphosphonic acid diethyl ester) et la 
clomesone (2-chloroethylmethylsulfonylmethanesulfonate) (Pegg et aL, Prog. 
Nucleic Acid Research Molec, Biol. 51: 167-223 (1995)): Ces agents sont 
davantage decrits dans Colvin and Chabner. Alkylating Agents. In: Cancer. 

- d'autres composes alkylants tels que les agents du type Ecteinascidin 743, les 

duocaimycines (Boger et al. J. Org. Chem. 1990, 55, 4499; Boger et al. J. Am. 
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Chem. Soc. 1990, 1 12, 8961; Boger et al. J. Am. Chem. Soc. 1991, 113, 6645; 
Boger et al. J. Am, Chem. Soc. 1993, 115, 9872; Boger et al. Bioorg. Med. 
Chem. Lett. 1992,2,759). 

5 - les agents pro-apoptotiques s<§lectionn&3 panni les derives des glucocorticoides, 

les inhibiteurs des topoisom&ases tels que les inhibiteurs de la topoisomerase 
2, par exemple les anthracyclines, 1'epipodophyllotoxine tel que 1'etoposide, les 
inhibiteurs de la topoisomerase 1, par exemple les derives de la camptothecine, 

10 - les antimetabolites tels que les antifolates, par exemple le methotrexate, les 

antipurines, par exemple la 6-mercaptopurine, les antipyrimidiques, par 
exemple la 5-fluorouracile, 

- parmi les antimitotiques tels que les vinca-alcaloTdes, les taxoTdes tel que le 
15 taxotere, 

Ces agents antin<§oplastiques sont decrits dans Actualite Pharmaceutiques n°302 
(Oct 1992) pages 38 a 39 et 41 a 43. 

20 Dans un aspect prefere, l'invention vise un produit de combinaison tel que defini ci- 
dessus, dans lequel Tagent est selection^ parmi les composes appartenant a la famille 
des bleomycines, en particulier la bl6 omycine. 

Dans un autre mode particulier de realisation, l'invention porte sur un produit de 
25 combinaison mentionne ci-dessus, dans lequel ^oligonucleotide antisens du gene 
codant pour la d<§m6thylase MBD2 est porte par un vecteur comportant un promoteur 
pennettant son expression efficace dans une cellule eucaryote. Ce vecteur peut 
egalement comporter une sequence poly A de tenninaison de transcription. 
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De preference, le vecteur consiste en un plasmide. En effet, l'utilisation d'un plasmide 
est plus economique et plus stir que l'utilisation, des virus. De plus, ce mode de 
realisation de l'invention permet la readministration sans declencher de reponse 
immunitaire. Ce plasmide comprend avantageusement un promoteur, la sequence 
5 antisens selon l'invention et une sequence terminateur de la transcription. De 
preference, la sequence de l'antisens est inseree dans le plasmide pcDNA3.1HisA de la 
compagnie InVitrogen. 

Le produit selon l'invention peut comporter en outre un ou plusieurs vehicule(s) 
10 pharmaceutiquement acceptable(s). II est destine en particulier pour une utilisation 
simultanee, separee ou etalee dans le temps destine au traitement du cancer. 
En ce sens, dans un mode prefere, les formulations sont adaptees a une administration 
par injection intratumorale. 



15 



20 



Les techniques permettant le transfert du plasmide dans les cellules cibles sont bien 
connues de l'homme du metier. En particulier, on se referera aux techniques 
d'electrotransfert dans les cellules eucaryotes decrites dans WO 99/01 157 et Bettan et 
al, Bioelectrochemistry and Bioenergetics, 2000, 52 :83-90. Dans WO 99/01157, une 
methode pour transfert in vivo des acides nucleiques est proposee en utilisant des 
champs electriques faibles compris entre 1 et 600 V/cm. D'autres approches sont 
decrites dans Wolf et al. Science 247, 1465-68, 1990 ; Davis et al. Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA 93, 7213-18, 1996) dans lesquelles l'ADN est associe a des composes 
destines a favoriser sa transfection, comme des proteines, des liposomes, des lipides 
charges ou des polymeres cationiques tels que le polyethylenimine, qui sont de bons 
agents de transfection in vitro (Befar et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 86, 6982-6, 1989 
; Feigner et al. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 84, 7413-7, 1987 ; Boussif et al. Proa Natl. 
Acad Sci. USA 92, 7297-301, 1995). 

Ainsi, conformement a l'invention, l'antisens peut egalement etre transfere sous la 
30 forme d'ADN double brin ou d'un plasmide tel que mentionne ci-dessus en association 



25 
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ou non avec une molecule favorisant le transfert et/ou en utilisant un faible champs 
61ectrique. 

L'invention s'etend egalement a toute application permettant de traiter le cancer 
5 comprenant l'utilisation d'un produit de combinaison mentionne ci-dessus et une 
troisieme substance active utilisee dans le cadre du traitement du cancer. A ce titre, 
l'invention couvre la tri-th£rapie comportant l'administration du produit de 
combinaison selon Pinvention et une troisieme substance active. 

10 La Mbd2/dem6thylase est exprimee dans des tumeurs in vivo et est surexprim£e dans 
un pourcentage significatif de tumeur d'ime maniere analogue i Dmntl. Alors que 
notre analyse d'un nombre limite de tumeurs ne prouve pas que la Mbd2/d£methylase 
est generalement deregulee les cellules cancereuses, nos donnees sont compatibles 
avec ce modele. Deuxiemement, nous montrons que rinhibition m^diee antisens de la 

15 Mbd2/demethy-lase conduit a des changements de la methylation g^nomique et a une 
inhibition de la tumorigenese in vitro. Differentes m£thodes d'expression d'antisens ont 
ete utilisees pour exclure la possibility que les changements observes refletent une 
certaine propriety idiosyncrasique du vecteur. Une expression transitoire de 1'antisens 
est suffisante pour inhiber la croissance inhibee par un ancrage et un contact, ce qui 

20 indique que la Mbd2/dem6-thylase est necessaire pour le maintien de Tetat transforme, 
et que son inhibition a des effets immediats sur la croissance des cellules cancereuses. 

De meme, l'introduction d'un vecteur exprimant Fantisens de la Mbd2/ demethylase 
dans des tumeurs humaines que Ton a fait passer sous forme de xenogreffes chez des 
25 souris nues a provoque une reduction de la croissance de la tumeur, ce qui montre que 
: la Mbd2/ demethylase est necessaire pour le maintien de l'etat transforme. Alors que 
Texpression de l'antisens de la Mbd2/demethylase inhibe considerablement la 
tumorigenese in vitro, elle a un effet limits sur les tumeurs in vivo. Cela pourrait 
refleter la difficulte qu'il y a 4 d£livrer et exprimer d r une maniere efficace les vecteurs 
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antisens dans toutes les cellules d'une tumeur in vivo, plutot qu'une indication de 
J'impact limite de l'inhibition de la cible. 

Comme la Mbd2/ demethylase peut soit reprimer, soit demethyler les genes methyles, 
5 il est possible qu'un certain nombre de genes soit affecte par Tun ou 1'autre de ces 
processus. L'inhibition de la repression, m&iiee par la Mbd2/demethylase, de Tactivite 
de genes methyles pourrait se traduire par une activation d'un certain nombre de 
suppresseurs tumoraux. Par ailleurs, l'activite de demethylase pourrait etre requise pour 
inhiber une methylation abenrante des genes qui sont critiques pour le phenotype 
10 transform^. Une inhibition de la demethylase pourrait conduire a une methylation 
ectopique, des genes critiques 6tant rendus silencieux d'une maniere stochastique. 

Comme les deux activites de Mbd2/demethylase doivent affecter une large gamme de 
genes, un resultat possible pourrait avoir ete un effondrement du programme 
15 d'expression des genes. Une telle possibility devrait avoir limite le potentiel 
therapeutique de l'inhibition de la Mbd2/demethylase. Cependant, I'analyse du schema 
genique des cellules dans Iesquelles la Mbd2/demethylase est inhiber n'etaye pas cette 
hypothese. 

20 Ainsi, Tinhibition de la Mbd2/ demethylase se traduit par une repression et par une 
induction de l'expression des genes impliqu^s dans le processus tumorales, mais ne 
presente pas d'inconvenient pour une application therapeutique. Des changements de 
l'expression des genes apres traitement par Tantisens de Mbd2/demethylase 
apparaissent limitfe, or ces changements, renforces par un agent alkylant, sont 

25 responsables de la forte inhibition de la tumorigentee in vitro. 

Ainsi, Finvention propose d'utiliser conjointement la Mbd2/demethylase comme cible 
anti-cancereuse et un agent alkylant de l'ADN. Le fait que le cycle cellulaire des 
cellules normales ne soit pas affecte par ce traitement, et le fait que ce traitement ne 
30 provoque pas de changements massifs de l'expression des genes, augmentent Tinteret 
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de cette cible. L'inhibition de la Mbd2/demethylase pourrait avoir un effet 
therapeutique a deux niveaux, Tun dans le retablissement de 1'etat normal de 
methylation genomique par inhibition d'une demethylase a singulation aberrante, et 
un autre, qui empeche que deviennent silencieux des genes suppresseurs de tumeur mal 
5 methyles, qui sont essentiels au maintien d'une regulation appropriee de la croissance 
cellulaire. 

Exemple 1 : Combinaison de therapie genique (electrotransfert intratumoral de 
plasmides codant pour Panrisens de la DNA Demethylase) et de chimiotherapie 
1 0 (injection intramusculaire de bleomycine) 

Deux series d'experience ont 6t& realisees chez la souris nude de 18 a 20g. Les souris 
ont 6te implant6es mono-lateralement avec des greffons de tumeurs H1299 (tumeurs 
pulmonaires humaines non a petites cellules) d'environ 20mm3. Les tumeurs se sont 
15 developpees pour atteindre un volume de 20 a 150mm3. Les souris ont €t€ triees en 
fonction de la taille des tumeurs et reparties en lots homogenes atteignant des volumes 
tumoraux de 50 a 80mm3 (n=10 a 13). Les souris ont ete anesthesias avec un melange 
Ketamine, Xylazine. 

20 1.1 Experience 1 : Effet sur la croissance tumorale 

Les resultats sont illustres k la figure 1 et l'analyse statistique est presented a la table 
1 ci-dessous. 



TABLE 1 



ANALYSE STATiSTiaUE 
Experience 1 



Group t tumeurs ron tratfies 

Qoup3tUeomyrine25ug 

Gra^4/VtisaTsdelaDNAD2nnahytese 

QroupS: Athsens defa!>iAdBTC»Vase»becnvdn&25ig 



Jaurta3Q7m3(rred^# 



H90 
44,40 
2%10 
5£01 



test Ida Student 
OaTipa ciacn da nrpygme 



ArtsensdslaDf^DerreliTyiSBevereus non (rate 
25pg Ueorr^one nan teite 

ArtBsaBdalat>AD&na^laee +25pgHecnvarTe%er^25w«&rTvdne 
ArfeereetebCNfrOSrre8?l» 



p<ctoooi 

p<Q0001 
p= 0,1079 

p<aooot 



NS 



p<Q00O1 
p<Q0001 

p=qi9© 

p<QQD01 



NS 
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1.1.1 Tumeurs controles : une serie de tumeurs n'a subi aucun traitement 

5 . LL2 Tumeurs traitees avec le gene codant pour 1'antisens de la DNA Demethvlase 
seul : 

Cinq electrotransferts de 50ng de plasmide dans 80^iL NaCl 150mM ont et<§ realises 
dans les tumeurs aux jours indiques par les fleches. La solution de plasmide a ete 

10 injectee longitudinalement en peripheric de la tumeur a Taide d'une seringue 
Hamilton. Les faces Iaterales des tumeurs ont ete enduites de gel conducteur et les 
tumeurs ont ete placees entre 2 electrodes plates en acier inoxydable distantes de 0.4 & 
0.7 cm. Vingt a 30 sec aprfcs I'injection, les plasmides ont 6t6 electrotransferes en 
utilisant un g6nerateur d'impulsions electriques (carrees) du commerce 

1 5 (Electropulsateur PS 1 5 Jouan) . Chaque tumeur a ete soumise a 500V/cm delivres en 8 
pulses d'une duree de 20msec a une frequence de 1 Hertz . 

1.1.3 Tumeurs trait^es a la bleomvcine seule : 

20 Vingt-cinq \ig de bteomycine/animal dans 50jaL de NaCl 150mM ont 6te injectes en 
bilateral dans le muscle tibialis cranialis et 30 minutes apres, chaque tumeur a ete 
soumise k 1 electrotransfert comme explicite ci-dessus. 

1.1.4 Tumeurs traitees avec une combinaison des 2 traitements (antisens et 
25 bleomvcine^ : 



Vingt-cinq jig de bleomycine/animal dans 50^L de NaCl 150mM ont fre injectes en 
bilateral dans le muscle tibialis cranialis et 30 minutes apr£s, 50\xg de plasmide 
antisens dans 80pL NaCl 150mM ont 6t€ injectes et electrotransferes. Quatre autres 
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electrotransferts de 50^g de plasmide antisens dans 80piL NaCl 150mM ont ensuite 6t6 
realises dans les tumeurs aux jours indiques par les fleches. 

Les volumes tumoraux ont ete mesures individuellement pour chaque tumeur a Paide 
5 d'un pied a coulisse electronique k affichage digital suivant la formule (longueur X 
largeur X epaisseur )/2. 

La mediane des volumes tumoraux a dte reportee en graphique, en fonction du temps. 
1.2 Experience 2 : Effet sur la croissance tumorale 

0 

Les r&ultats sont illustres a la figure 2 et Tanalyse statistique est presentee k la table 
2 ci-dessous. 



TABLE 2 




ANALYSE STATISTIQUE 




Experience 2 




Group 1: NaCI/ET 


J 1000mni3 <m6cEane) # 


20.90 


Group 2: 25 pg Weomydne 


38.00 


Group 3; Antisens de ta DNA D^memytase 


38.60 


Group 4: Antisens de la DNA Demelhyiase 25 pq Meomytihe 


52,00 





lest tde Student 
Comparateon de moyerwie 


| Kaplan Meier 
Risque tfaUeindre 100Qmm3 de volume 


tumoral 


Comparaiscn staf'rsilcjue 


AnOsensdetaONADefnetfiylase versus NaCt /ET 


p = 0,0201 




pa 0.0029 




25ug bfeomycine versus Nad /ET 


P« 0.0008 




p = 0.0001 




AnDsenscteiaDH*Deme4hy^ versus 25pg bfeomycine 


p» 0.0088 




p = 0.0056 




Antisens de la DNA Oernethylase ♦ 25 ug bleomycins / NaCl /ET 


p ° 0.0001 




p<0.0001 





ft norobre de jours pour atleindre 1000 mm3 volume tumoral 



15 1.2.1 Tumeurs controles : Cinq electrotransferts de SO^iL NaCl 150mM ont et6 
realises dans les tumeurs aux jours indiques par les fleches. 

1.2.2 Tumeurs traitees avec 1c gene codant pour r antisens de la DNA Demethvlase 
seul : Cinquante \xL de NaCl 150mM ont ete injectes en bilateral dans le muscle 
20 tibialis cranialis et 30 minutes apres, un electrotransfert de 50|ig de plasmide antisens 



WO 03/074060 



PCT/FR03/00705 



15 

dans 80jiL NaCl 150mM a et6 realise. Quatre autres electrotransfert de 50ug de 
plasmide antisens dans 80^L NaCl 150mM ont ensuite ete realises dans les tumeurs 
aux jours indiques par les fleches. 

5 1 .2.3 Tumeurs traitees k la bleomycine seule : Vingt cinq \ig de bldomycine/animal 
dans 50uL de NaCl 150mM ont ete injectes en bilateral dans le muscle tibialis cranialis 
et 30 minutes apres, chaque tumeur a ete injectee avec SO^il de NaCL 150mM et 
soumise a un electrotransfert. Quatre autres electrotransferts de 80uL NaCl 150mM 
ont ensuite ete realises dans les tumeurs aux jours indiques par les fleches. 

10 

1.2.4 Tumeurs traitees avec une combinaison des 2 traitements (antisens et 
bleomycine) : Vingt cinq \ig de bteomycine/animal dans 50uX de NaCl 150mM ont ete 
injectes en bilateral dans le muscle tibialis cranialis et 30 minutes apres, un 
electrotransfert de 50\xg de plasmide antisens dans SO^iL NaCl 150mM a ete r6alis6. 
15 Quatre autres electrotransfert de 50ug de plasmide antisens dans 80uL NaCl 150mM 
ont ensuite ete realises dans les tumeurs aux jours indiques par les fleches. 

Les volumes tumoraux ont ete mesures individuellement pour chaque tumeur a Faide 
d'un pied a coulisse electronique a affichage digital suivant la foimuie (longueur X 
20 largeur X Spaisseur )/2. 

La mediane des volumes tumoraux a 6te reporfcSe en graphique, en fonction du temps. 

13 Resujtats et conclusion 

25 La combinaison de therapie genique avec le gene codant pour Pantisens de la DNA 
Demethyiase humaine et de chimiotherapie a la bleomycine permet d'induire un delai 
cumule de 3 1 a 38 jours dans la croissance des tumeurs H1299. 

Un tel d^lai de croissance tumoral n'a jamais ete atteint par les traitements administres 
isolement tels que la therapie genique seule (1 5 a 1 8 jours) ou la chimiotherapie seule. 
30 (17 a 30 jours) (Table 3 ci-dessous). 
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TABLE 3 

Combinaison de la tnerapie genique et de la chimsotherapie 

Effect de multiple electrotransferts intra tumoraux de plasmides codant pour rantfsens de la DNA Demethylase humairu 
associes avec un traitement a la bleomycine, sur la croissance des tumeurs H1299 

a) Delais de croissance tumorale 





Experience 1 


Experience 2 


J 1000 


delais de croissance 
Traitement 
versus non traite 


J1000 


delais de croissance 

Traitement 
versus electro/Nad 


non trartees 
ETVNaCJ 


Jt4 




J21 




Anfcens de la Demethylase 


J 29 


15 jours 


J39 


18 jours 


Bleomycine 25pg 


J44 


30 jours 


J38 


17 jours 




J52 


38 Jours 


J52 


31 jours 



J 1000* • nombre de jours necassaires pour atteindre un volume tumoral de 1000mm* 



La combinaison de la thSrapie genique et de la chimiotherapie induit un effet 
synergique sur la guSrison des tumeurs puisque 30 a 40% des guerisons de tumeurs ont 
ete obtenues avec le traitement combine, comparativement a 10% seulement avec les 
5 traitements administres isolement. (Table 4 ci-dessous). 



TABLE 4 



Combinaison de tnerapie genique et de chimtotherapie 
b) Guerison de tumeurs 





Experience 1 


Experience 2 




nombre de tumeurs 
queries 


nombre de tumeurs 
queries 


non traflees 


0/11 




NaCVetectro 




0/11 


Antisens de la Demethylase 


0/13 


1/10 
J53 


Bleomycine 25 pg 


1/13 
J54 


1/11 
J53 


Anfisens de (a Demethytese/bleujuycuie 25ug 


3/11 
J33/J89/J69 


4/10 
J32/J35/J53/J53 



Rem: les tumeurs guertes sort des tumeurs qui ne sent phis mesut abJes 

Jx: absence de tumeurs jusqi/au jourirxSque au deta duquel la souris est decedee 
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REVENDICATIONS 



5 1. Produit de combinaison comprenant au moins un oligonucleotide antisens du gene 
codant pour la demethylase MBD2 et au moins un agent utilise en chimiotherapie 
antitumorale pour une utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps destine au 
traitement des maladies proliferatives et inflammatoires. 

10 2. Produit de combinaison selon la revendication 1, caracterise en ce que 1'antisens du 
gene codant pour la demethylase MBD2 comprend au moins : 

a) 1 5 nucleotides consecutifs de la sequence SEQ ID N°l ou de sa sequence 
complementaire ou de la sequence SEQ ID No 2, ou 

b) une sequence capable de s'hybrider de maniere selective a Pune des 
1 5 sequences de finies en a). 

3. Produit de combinaison selon 1'une des revendications 1 k 2, caracteris6 en ce que 
l'agent utilise en chimiotherapie antitumorale est selectionne parmi les composes 
appartenant a la famille des bleomycines, en particulier la bleomycine. 

20 

4. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 2, caracterise en ce que 
l'agent utilise en chimiotherapie antitumorale est selectionne panni les agents 
antineoplastiques capables de methyler 1'ADN, notamment panni les agents 
methylants, tels que la streptozotocine, la procarbazine, la dacarbazine et la 

25 Temozolomide. 

5. Produit de combinaison selon I'une des revendications 1 a 2, caracterise en ce que 
l'agent utilise en chimiotherapie antitumorale est selectionne panni les agents 
chloroethylants, les agents chloroethylants, notamment : 

30 l-(2-chloroethyl)-3-(2-hydroxyethyl)-l-nitrosourea, 
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1 ,3-bis(2-chloroethyl> 1 -nitrosourea, 

1 -(2-chloroethy l)-3-(4-amino-2-methy I-5-pyrimidinyl)methy 1- 1 -nitrosourea, 
1 -(2-chloroethyl>3-cyclohexyl-l -nitrosourea, 
1 -(2-chloroethyl>3-(4-methylcyclohexyl)- 1 -nitrosourea, 
5 l-I>I-(2-chloroethyI>N-nitrosoureido]ethylphosphonic acid diethyl ester, 
2-chloroethyImethyIsulfonylmethanesulfonate. 

6. Produit de combinaison sek>n Tune des revendications 1 a 2, caracterise en ce que 
Fagent utilise en chimiotherapie antitumorale est s^lectionne parmi : 
10 - les cytolytiques divers tels que la dacarbazine, Fhydroxycarbamide, 

F asparaginase, ]a mitoguazone et la plicamycine, 

- les agents pro-apoptotiques selectionnes parmi les derives des glucocorticoides, 

les inhibiteurs des topoisomerases tels que les inhibiteurs de la topoisom<Srase 
15 2, par exemple les anthracyclines, Fepipodophyllotoxine tel que Fetoposide, les 

inhibiteurs de la topoisomerase 1, par exemple les derives de la camptothecine, 

- les antimetabolites tels que les antifolates, par exemple le methotrexate, les 

antipurines, par exemple la 6-mercaptopurine, les antipyrimi diques, par 
20 exemple la 5-fluorouracile, 

- parmi les antimitotiques tels que les vinca-alcaloides, les taxoldes tel que le 

taxotere, 

25 7. Produit de combinaison selon Tune des revendications 1 a 6, caracterise en ce que 
Poligonucleotide antisens du gene codant pour la demethylase MBD2 est port£ par 
vecteur comportant un promoteur permettant son expression efficace dans une cellule 
eucaryote. 
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8. Produit de combinaison selon 1'une des revendications 7, caracterise en ce qu'il 
comporte une sequence poly A de terminaison de transcription. 

9. Produit de combinaison selon la revendication 7, caracterise en ce que le vecteur 
5 consiste en un plasmide. 

10. Produit de combinaison selon J'une des revendications 1 a 8, caracterisd en ce que 
^oligonucleotide antisens est un ADN double brin. 

10 11. Produit de combinaison selon 1'une des revendications 1 a 10, caracterise en ce 
qu'il comprend en outre un ou plusieurs elements favorisant le transfert de 
^oligonucleotide antisens dans les cellules cibles. 

12. Produit de combinaison selon 1'une des revendications 1411, caracterise en ce que 
15 l'oligonucleotide antisens est adapts a une administration in vivo par electrotransfert, 
de preference en utilisant des champs electriques faibles compris entre 1 et 600 V/cm. 



20 



13. Produit de combinaison selon 1'une des revendications 1 k 12, caracterise 
qu'il comporte en outre un ou plusieurs vehicule(s) pbarmaceutiquement acceptable^) 



en ce 



14. Produit de combinaison selon 1'une des revendications 1 a 13, particulier pour une 
utilisation simultanee, separee ou etalee dans le temps destine au traitement du cancer. 

15. Produit de combinaison selon 1'une des revendications 1 a 14, caracterise en ce 
25 qu'il est adapte a une administration par injection intratumorale. 
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1*1 STE DE SEQUENCES . 

<110> Centre National de la Recherche Scientifique - CNRS 

<120> Comfainaison chimiotherapie et ant i sens de la DNA 
demethylase 

<130> D19864 

<150> PR 02/02 879 
<150> 2002-03-07 

<160> 2 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 1966 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

gggggcgtgg ccccgagaag gcggagacaa gatggccgcc catagcgctt ggaggaccta 60 
agaggcggtg gccggggcca cgccccgggc aggagggccg ctctgtgcgc gcccgctcta 120 
tgatgcttgc gcgcgtcccc cgcgcgccgc gctgcgggcg gggcgggtct ccgggattcc 180 
aagggctcgg ttacggaaga agcgcagcgc cggctgggga gggggctgga tgcgcgcgca 240 
cccgggggga ggccgctgct gcccggagca ggaggagggg gagagtgcgg cgggcggcag 300 
cggcgctggc ggcgactccg ccatagagca ggggggccag ggcagcgcgc tcgccccgtc 360 
cccggtgagc ggcgtgcgca gggaaggcgc tcggggcggc ggccgtggcc gggggcggtg 420 
gaagcaggcg ggccggggcg gcggcgtctg tggccgtggc cggggccggg gccgtggccg 4 80 
gggacgggga cggggccggg gccggggccg cggccgtccc ccgagtggcg gcagcggcct 540 
tggcggcgac ggcggcggct gcggcggcgg cggcagcggt ggcggcggcg ccccccggcg 600 
ggagccggtc cctttcccgt cggggagcgc ggggccgggg cccaggggac cccgggccac 660 
9gagagcggg aagaggatgg attgcccggc cctccccccc ggatggaaga aggaggaagt 720 
gatccgaaaa tctgggctaa gtgctggcaa gagcgatgtc tactacttca gtccaagtgg 780 
taagaagttc agaagcaagc ctcagttggc aaggtacctg ggaaatactg ttgatctcag 84 0 
cagttttgac ttcagaactg gaaagatgat gcctagtaaa ttacagaaga acaaacagag 900 
actgcgaaac gatcctctca atcaaaataa gggtaaacca gacttgaata caacattgcc 960 
aattagacaa acagcatcaa ttttcaaaca accggtaacc aaagtcacaa atcatcctag 102 0 
taataaagtg aaatcagacc cacaacgaat gaatgaacag ccacgtcagc ttttctggga 1080 
gaagaggcta caaggactta gtgcatcaga tgtaacagaa caaattataa aaaccatgga 114 0 
actacccaaa ggtcttcaag gagttggtcc aggtagcaat gatgagaccc tttitatctgc 1200 
tgttgccagt gctttgcaca caagctctgc gccaatcaca'gggcaagtct ccgctgctgt 1260 
ggaaaagaac cctgctgttt ggcttaacac atctcaaccc ctctgcaaag cttttattgt 1320 
cacagatgaa gacatcagga aacaggaaga gcgagtacag caagtacgca agaaattgga 1380 
agaagcactg atggcagaca tcttgtcgcg agctgctgat acagaagaga tggatattga 1440 
aatggacagt ggagatgaag cctaagaata tgatcaggta actttcgacc gactttcccc 1500 
aagrgaaaat tcctagaaat tgaacaaaaa tgtttccact ggcttttgcc tgtaagaaaa 1560 
aaaatgtacc cgagcacata gagcttttta atagcactaa ccaatgcctt tttagatgta 1620 
tttttgatgt atatatctat tattcaaaaa atcatgttta ttttgagtcc taggacttaa 1680 
aattagtctt ttgtaatatc aagcaggacc ctaagatgaa gctgagcttt tgatgccagg 1740 
tgcaatctac tggaaatgta gcacttacgt aaaacatttg tttcccccac agttttaata 1800 
agaacagatc aggaattcta aataaatttc ccagttaaag attattgtga cttcactgta 1860 
tataaacata tttttatact ttattgaaag gggacacctg tacattcttc catcatcact 192 0 
gtaaagacaa ataaatgatt atattcacaa aaaaaaaaaa aaaaaa 1966 



<210>. 2 

<21l> 1411 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
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<220> 

<223> ARN messager antisens de la dSmethylase 
<400> 2 

a^caStat? SSSKS ^ C9 * gt f a ^"tttttt tttttttgtc tgtgaatata 60 
^ataaaaaJ JESSE? StSatgatgg aagaatgtac aggtgtcccc tttcaataaa 120 
gtataaaaat atgtttatat acagtgaagt cacaataatc tttaactgqq aaatttati-t- tbo 
agaattcctg atctgttctt attaaaactg tgggggaaac aaatgtt^ta cgtaagtgct III 
acatttccag tagattgcac ctggcatcaa aagctcagct tcatlttagg gfcctgcftg Tol 
atattacaaa agactaattt taagtcctag gactcaaaat aaacatgaf? ttt££tM III 
tagatatata catcaaaaat acatctaaaa aggcattggt tagtgcLtt JJJJagcJc* Ill 

tttCttaca 9 9— agcca gtggaaacat ttttgttcaa til 
"^^ 9aa ^"cycttg gggaaagtcg gtcgaaagtt acctgatcat attcitaggc 540 
ttcatctcca ctgtccattt caatatccat ctcttctgta tcagcagctc gcgacaaqlt 600 
FTV?* CCaatttCtt 9cg t acttgc tgtLtcgct cttcctgttt til 
cctgatgtct tcatctgtga caataaaagc tttgcagagg ggttgagatg tqttaaLca 720 
aacagcaggg ttcttttcca cagcagcgga gacttgccct Sgattggd cagagc?tgt III 
gtgcaaagca ctggcaacag cagataaaag ggtctcatca ttgctacltg gafclactcc 840 
ttgaagacct ttgggtagtt ccatggtttt tataatttgt tctgttacat ctgatgcact 900 
9 a9 "^ C " Ct ccca * aaaa 9 ctgacgtggc tgttcattca t^gSgtgg III 
gtcfcgatttc actttattac taggatgatt tgtgactttg gttaccggtt gttjgaaaat 102 0 
tgatgctgtt tgtctaattg gcaatgttgt attcaagtct ggtttaccct tatt?tgat£ loll 
gagaggatcg tttcgcagtc tctgtttgtt cttctgtaat ttactaggca tcatctftcc 1140 
agttctgaag tcaaaactgc tgagatcaac agtatttccc aggtacc? tg ccaactgagg llll 
cttgottctg aacttcttac cacttggact gaagtagtag acatcgctct tgccagcact llll 
3™ "r? 9atCa «tcctcctt cttccatccg ggggggaggg ccgggcaatc 1320 
catcctcttc ccgctctccg tggcccgggg tcccctgggc cccggccccg cgctccccga 13 BO 
cgggaaaggg accggctccg tcgacgcggc c ^ 9 



